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Figure XXX. Schema ct caracterisation des Env HERV-W chimeres. 

DIAGRAM AND CHARACTERISATION OF CHIMERIC Env HERV-W 
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(57) Abstract: The invention concerns a method 
for detecting the expression of an envelope protein 
or polypeptide of a human endogenous retrovirus, 
characterised in that the protein or polypeptide has a 
polypeptide sequence comprising the sequence SEQ 
ID NO: 1 or a fragment of SEQ ID NO: 1 or a sequence 
having, for every sequence of 20 amino acids, at 
least 90 % identity with the SEQ ID NO: 1 or with a 
fragment of SEQ ID NO: 1, and the method consists 
in detecting the fusogenic power of said protein or said 
fragment in the cells of a cell tissue or cell culture, by 
demonstrating the formation of syncytia. A gene or a 
nucleic acid or a fragment thereof is used for preparing 
a therapeutic or prophylactic composition, in particular 
for treating cancers and for preventing deficiency in 
placental development. 

(57) Abrege: Le procede de detection de Texpression 
d'une proteine ou d'un polypeptide d'enveloppe d'un 
retrovirus endogene humain, est caracterise en ce que 
la proteine ou le polypeptide presente une sequence po- 
lypeptidique qui comprend la sequence SEQ ID NO: 1 
ou un fragment de SEQ ID NO: 1 ou une sequence pre- 
sentant, pour toute suite de 20 acides amines, au moins 
90% d'identite avec la sequence SEQ ID NO: 1 ou avec 
un fragment de SEQ ID NO: 1, et en ce qu'on detecte le 
pouvoir 
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fusogene de ladite proteine ou dudit fragment dans des cellules d'un tissu cellulaire ou d'une culture cellulaire, par la mise en evi- 
dence de la formation de syncytia. On utilise un gene ou un acide nucleique ou un fragment de ceux-ci pour preparer une composition 
therapeutique ou prophylactique, notamment pour traiter des cancers et prevenir une deficience dans 1' elaboration du placenta. 
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PROCEDE DE DETECTION DE L'EXPRESSION D'UNE PROTEINE 
D'ENVELOPPE D'UN RETROVIRUS ENDOGENE HUMAIN ET UTILISATIONS 
D'UN GENE COD ANT POUR CETTE PROTEINE 

Les retrovirus sont des virus enveloppes qui portent des spicules 
glycoproteiques codees par les virus a leur surface. Ces glycoproteins d'enveloppe 
sont synthetisees sous la forme de precurseurs polyproteiques (Pre-env) qui sont 
ensuite clives par des proteases cellulaires en proteine de surface mature (SU) et en 
proteine transmembranaire (TM). Les glycoproteines d'enveloppe sont impliquees dans 
l'entree des virus dans les cellules hote. Elles reconnaissent specifiquement et se lient a 
des recepteurs de surface cellulaire et sont necessaires pour la fusion de l'enveloppe 
virale et des membranes cellulaires de Thote. Le recepteur et l'enveloppe sont des 
molecules multameriques ou oligomeriques. Pour tous les virus enveloppes, les 
interactions des glycoproteines d'enveloppe avec le ou les recepteur(s) cellulaire(s) 
conduisent a des rearrangements conformationnels de l'enveloppe necessaires a 
Texposition du peptide de fusion. La fusion a lieu a la surface de la cellule ou dans des 
vesicules cellulaires suivant la voie d ! endocytose du virion. De plus, pour permettre 
l'entree du virus, une fusion mediee par les proteines de surface virales peut, dans 
certaines conditions, provoquer une fusion cellule a cellule avec pour resultat la 
formation de cellules multinucleees geantes ou syncytia. La formation de syncytia est 
realisee par au moins deux voies : un virion peut simultanement fusionner avec deux 
cellules, on parle alors de fusion " from without ou une cellule infectee qui exprime 
les glycoproteines d'enveloppe a sa surface peut fusionner avec une cellule adjacente 
(fusion " from within "). 

Les determinants de l'enveloppe et la sequence des evenements causant 
les changements conformationnels de l'enveloppe lors des processus de fusion 44 from 
without " sont bien documentes pour les orthomyxovirus qui necessitent un 
environnement acide des vesicules d'endocytose pour leur entree (Skehel, J. J. et al., 
PNAS, 79:968-972 (1982)). Pour les retrovirus, pour lesquels la voie d'entree est 
independante du pH, les determinants precis et les etapes, menant de la reconnaissance 
du recepteur a l'activation de la fusion ne sont pas encore elucides. D'autres retrovirus 
sont connus pour induire une fusion cellule a cellule (" fusion from within "), tels que 
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le virus de la leucemie feline, le virus de la tumeur mammaire de la souris, le virus de 
la reticuloendotheliose aviaire, VIH et SIV\ 

Par ailleurs, Fefferey S. Jones et Rex Risser ( Journal of Virology, Janv. 
1993, p 67-74) ont montre que les glycoproteins d'enveloppe du virus de la leucemie 
5 murine ecotrope (MuLV) de type sauvage, sous la dependance du LTR viral, etaient 
capables d'induire la formation de syncytia dans des cellules de rat XC en l'absence de 
virion (fusion " from within "). 

De la connaissance des inventeurs, il n'a jamais ete montre de pouvoir 
fusogene, dans un processus de fusion " from within " des glycoproteins d'enveloppe 
10 d'un retrovirus endogene humain. 

Des auteurs ont bien emis l'hypothese que l'enveloppe retroviral 
endogene de ERV3, un retrovirus endogene humain proche de MLV (Moloney 
Leukemia Virus), pouvait etre impliquee in vivo dans V elaboration du placenta via un 
processus de fusion (Patrick J. W. Venables et al., Virology, 211, 589-592 (1995)) mais 
15 ce phenomene n'a jamais ete demontre in vitro. D' autre part, les etudes sur le 
polymorphisme de env ERV3, sur des individus d'origine caucasienne, ont permis de 
mettre en evidence la presence d'une mutation dans la region (SU) de l'enveloppe 
ERV3 generant un codon stop precoce present a l'etat homozygote dans 1% de la 
population etudiee, sans que ces individus presentent d'anomalie de la grossesse ou du 
20 developpement placentaire (Nathalie de Parseval et Thierry Heidmann, Journal of 
Virology, Vol ; 72, N° 4, pages 3442-3445 (1998)), mettant ainsi en cause l'hypothese 
precedemment emise. 

Les presents inventeurs ont maintenant mis en evidence in vitro que la 
glycoprotein d'enveloppe de HERV-W non modifiee, exprimee sous la dependance 
25 d'un promoteur, de preference un promoteur heterologue, possede des proprietes 
fusogenes. 

HERV-W est une famille de retrovirus endogenes humains multi-copie 
recemment decrite, denommee ainsi en raison de l'homologie entre le site de fixation 
de 1'amorce de la transcription inverse et celui des retrovirus aviaires utilisant l'ARNt 
30 Trp. Aucune entite competente pour sa replication n'a ete mise en evidence. La 
fonctionnalite d'une region promotrice a ete verifiee et, parmi differents tissus humains 
sains testes, son expression semble etre restreinte au placenta par Northern Blot (J. L 
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Blond et aL, Journal of Virology, Vol. 73, N° 2, pages 1175-1185 (1999)). Un cadre 
ouvert de lecture unique codant pour une enveloppe retrovirale potenti el lenient 
fonctionnelle existe sur le chromosome 7. Un clone ADNc correspondant 
vraisemblablement a un transcrit sous genomique et portant la sequence de 1' enveloppe 
complete a ete isole a partir de materiel placentaire (clone cl.PH74, GenBank 
AF072506, dont la sequence est identifiee par SEQ ID NO :2). Les etudes 
phylogenetiques effectuees au niveau proteique indiquent que la proteine d'enveloppe 
est de type D. La sequence SEQ ID NO :2 donnee en fin de description correspond 
done a la sequence nucleotidique en ADNc complete du clone cl.PH74 dont la 
sequence proteique est identifiee par SEQ ID NO : 1 . 

Env HERV-W possede tous les " attributs " d'une enveloppe retrovirale : 
en particulier, un peptide leader, les deux sous unites caracteristiques SU et TM 
separees par un site de clivage par les furines et, au niveau de sa TM, elle possede un 
peptide de fusion hydrophobe, une region immunosuppressive et une region carboxyl 
transmembranaire suivie d'une- queue cytoplasmique longue. L'expression de Env 
HERV-W a ete mise en evidence dans le placenta. 

Les experiences realisees par les inventeurs montrent que Env HERV-W 
entrame, par fusion de cellule a cellule, la formation de syncytia dans differentes 
lignees cellulaires testees d'origine humaine et simienne. Le phenomene de fusion 
observe est dependant de la reconnaissance de recepteur(s) specifique(s), comme 
montre de maniere directe lors de transfections et de maniere indirecte lors de co- 
cultures des cellules transferees avec d'autres types cellulaires. Les presents 
inventeurs ont par ailleurs identifie le recepteur specifique de Env HERV-W par une 
approche de competition s'appuyant sur la propriete d' interference des enveloppes 
retro virales, en bloquant des recepteurs cellulaires par une proteine d'enveloppe autre 
que Env HERV-W, empechant ainsi la formation de syncytia. Le recepteur identifie par 
les presents inventeurs est le recepteur hATB° des retrovirus mammiferes de type D 
exprime dans les cellules humaines (Rasko E. J. et al. PNAS, 1999, 96 : 2129-2134 et 
Tailor C. S. et aL J. Virol., 1999, 73(5) : 4470-4474). L'utilisation de ce recepteur, dont 
le procede de mise en evidence est decrit dans un des exemples, fait egalement partie 
de la presente invention. 
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Aussi la presente invention a pour objet un precede de detection de 
l'expression d'une proteine ou d'un polypeptide d'enveloppe d'un retrovirus endogene 
humain, selon lequel la proteine ou le polypeptide presente une sequence 
polypeptidique qui comprend la sequence SEQ ID NO :1 ou un fragment de 
5 SEQ ID NO :1, ou une sequence presentant, pour toute suite de 20 acides amines, au 
moins 80 %, de preference au moins 90% ou encore au moins 95% d' identite avec la 
sequence SEQ ID NO:l ou avec un fragment de SEQ ID NO :1, et selon lequel on 
detecte le pouvoir fusogene de ladite proteine ou dudit fragment dans des cellules d'un 
tissu cellulaire ou d'une culture cellulaire, par la mise en evidence de la formation de 
10 syncytia. 

Un autre objet de l'invention est un precede de detection de l'expression 
d'une proteine ou d'un polypeptide d'enveloppe d'un retrovirus endogene humain, selon 
lequel la proteine ou le polypeptide presente une sequence polypeptidique presentant, 
pour toute suite de 20 acides amines, au moins 80 %, de preference au moins 90% ou 
15 encore au moins 95% d'identite avec la sequence SEQ ID NO:l, et selon lequel on 
detecte le pouvoir fusogene de ladite proteine dans des cellules d'un tissu cellulaire, ou 
d'une culture cellulaire par la mise en evidence de la formation de syncytia. 

Selon l'invention, ladite proteine ou ledit polypeptide presente une 
sequence polypeptidique qui comprend la sequence SEQ ID NO : 1 ou un fragment de 
20 SEQ ID NO :1, ou une sequence presentant, pour toute suite de 20 acides amines, au 
moins 80%, de preference au moins 90%, ou encore au moins 95%, d'identite avec la 
sequence SEQ ID NO:l ou avec un fragment de SEQ ID NO :1. 

II est bien entendu selon la presente invention, que ladite proteine ou ledit 
polypeptide, ou leurs dits fragments, s'ils ne presentent pas une identite complete avec 
25 SEQ ID NO : 1 ou ses fragments, doivent posseder un pouvoir fusogene, de preference 
au moins egal ou superieur a celui de SEQ ID NO : 1 ou ses fragments. 

Si les fragments de la proteine ou du polypeptide de l'invention presentent 
une identite complete avec les fragments de SEQ ID NO :1, alors la taille de ces 
fragments peut etre inferieure a 20 acides amines, par exemple elle peut etre d'environ 
30 10 acides amines, voire d'environ 5 acides amines. 

Les variations prevues selon l'invention dans la sequence polypeptidique 
de la proteine ou du polypeptide ou de leurs fragments comprennent les variations liees 
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au polymorphisms mais aussi les modifications telles que substitution(s), deletion(s) et 
addition(s) susceptibles d'etre apportees a ladite sequence polypeptidique pour obtenir 
une proteine, un polypeptide ou un fragment de ceux-ci possedant un pouvoir fusogene, 
en particulier au moins egal ou superieur a celui de SEQ ID NO : 1 ou ses fragments. 

L 'analyse du polymorphisme peut etre realisee par la methode SSCP 
(Single Strand Conformational Polymorphism), qui est une methode electrophoretique 
permettant d'objectiver, a l'aide de differences de migration, la presence d'au moins une 
mutation discriminant deux sequences courtes (inferieures a 250 pb). Ainsi, comme 
illustre a la figure 4, apres amplification sur ADN total a l'aide des amorces U6198 et 
L6186 ou U 6189et L6186, il est possible d'analyser le polymorphisme de l'enveloppe 
localisee sur le chromosome 7 a l'aide du jeu d'amorces represents (U6302 a L6321), 
permettant de generer un ensemble de 10 fragments chevauchants de taille adequate. Le 
polymorphisme de l'un des sous-fragments peut egalement etre mis en evidence par des 
techniques de sequen?age, de cartographie de restriction le cas echeant, ou plus 
simplement par une technique d'hybridation sandwich de type ELOSA permettant de 
discriminer jusqu'a une mutation ponctuelle (Cros P. et al., demande de brevet 
europeen EP 0 486 661). 

Des exemples de sequences Env HERV-W polymorphes sont representees 
a la figure 1 annexee, les sequences ADN correspondantes etant representees a la figure 
2. Ces figures represented l'alignement de sequences proteiques et nucleiques 
obtenues par sequen9age de clones issus de trois individus differents. 

Par ailleurs, le polymorphisme du LTR qui dirige la transcription du gene 
env situe sur le chromosome 7 a ete etudie. On observe deux groupes de LTRs 5' dont 
les sequences nucleiques obtenues par sequen9age de deux clones provenant de deux 
individus differents sont representees et alignees dans la figure 3. 

Un choix judicieux d'amorces a permis d'amplifier specifiquement sur le 
chromosome 7, a partir d'ADN humain total, un fragment nucleique contenant 
l'integralite de I'information U3RU5-gag-pol-env-U3RU5 a l'aide des amorces U6198, 
L6186 ou exclusivement la sequence env-U3RU5 a l'aide des amorces U6189, L6186. 
Une telle approche est par exemple possible en utilisant une amorce chevauchant la 
zone de jonction entre la sequence retrovirale (U3 en amont, U5 en aval) et la sequence 
flanquante non retrovirale contigue. Par, exemple, Tamorce L6186 chevauche la region 
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U5 3' terminate et la sequence non retro virale avale. A partir d'un tel produit de PCR 
isolant la sequence d'interet du melange des sequences HERV-W presentes dans le 
genome humain, il est possible de realiser une analyse du polymorphisme. 

De maniere preferentielle, ladite proteine presente au moins Tune des 
caracteristiques suivantes : 

- elle est codee par le gene env du retrovirus endogene HERV-W ; 

- elle est codee par un cadre de lecture ouvert situe sur le chromosome 7 
du genome humain ; 

- elle presente une sequence polypeptidique qui comprend la sequence 
SEQ ID NO :1, ou une sequence presentant pour toute suite de 20 acides amines, au 
moins 80%, de preference au moins 90%, ou encore au moins 95% d'identite avec la 
SEQ ID NO :1. De preference, elle consiste en SEQ ID NO: 1 . 

De maniere preferentielle, le polypeptide presente une sequence 
polypeptidique qui commence a l'acide amine 448 et se termine a l'acide amine 538 de 
SEQ ID NO : 1 ou une sequence polypeptidique presentant, pour toute suite de 20 
acides amines, au moins 80%, de preference au moins 90%, ou encore au moins 95% 
d'identite avec la sequence polypeptidique qui commence a l'acide amine 448 et se 
termine a l'acide amine 538 de SEQ ID NO:l. De preference, il consiste en une 
sequence polypeptidique qui commence a l'acide amine 448 et se termine a l'acide 
amine 538 de SEQ ID NO:l. Le polypeptide qui repond a la definition ci-dessus est un 
element de regulation pouvant conferer ou restituer sa capacite fusogenique a une 
enveloppe retroviral non reputee fusogene dans un test de fusion cellule-cellule. 

Les cellules dudit tissu ou de ladite culture cellulaire dans lesquelles on 
recherche a mettre en evidence le pouvoir fusogene sont avantageusement choisies 
parmi les cellules osseuses, les cellules musculaires, les cellules placentaires, les 
cellules endothelials, en particulier des vaissaux sanguins, les cellules epitheliales, les 
cellules gliales et les cellules tumorales ou issues de lignees cellulaires tumorales. 

Comme cela sera illustre dans les exemples qui suivent, la detection du 
pouvoir fusogene de ladite proteine ou dudit polypeptide peut etre mise en ceuvre selon 
au moins l'un quelconque des deux protocoles suivants. 

Selon un premier protocole, on obtient un vecteur d'expression de ladite 
proteine ou dudit polypeptide a partir duquel l'expression de la proteine, du 
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polypeptide ou de son gene est sous la dependance d'un promoteur, de preference un 
promoteur fort ; on transfecte des cellules par le vecteur obtenu pour obtenir des 
cellules productrices, exprimant a leur surface ladite proteine ou ledit polypeptide; et 
on observe la formation de syncytia ou l'absence de formation de syncytia. 

Selon un second protocole, on obtient un vecteur d'expression de ladite 
proteine ou dudit polypeptide a partir duquel l'expression de la proteine, du 
polypeptide ou de son gene est sous la dependance d'un promoteur, de preference un 
promoteur fort; on transfecte des cellules par le vecteur obtenu pour obtenir des 
cellules productices, exprimant a leur surface ladite proteine ou ledit polypeptide; on 
co-cultive des cellules naives indicatrices exprimant a leur surface un recepteur de 
ladite proteine en presence desdites cellules productices ; et on observe la formation de 
syncytia ou l'absence de formation de syncytia. 

La presente invention concerne en outre l'utilisation d'un gene ou d'un 
acide nucleique ou d'un fragment de gene ou d'un acide nucleique codant pour une 
proteine ou un polypeptide tels que definis precedemment dans la description des 
precedes objets de 1' invention, dans des conditions appropriees permettant son 
expression, pour preparer une composition therapeutique ou prophylactique. 

Un autre objet de 1' invention est une composition therapeutique ou 
prophylactique comprenant un gene ou un acide nucleique ou un fragment de gene ou 
d' acide nucleique codant pour une proteine ou un polypeptide tels que definis 
precedemment. 

Une telle composition peut comprendre en outre un promoteur 
heterologue ou autologue, de preference heterologue, pour l'expression de ladite 
proteine ou dudit polypeptide. 

L'invention concerne aussi les objets suivants : 

- un vecteur d'expression comprenant au moins un gene ou un acide 
nucleique ou un fragment de gene ou d'acide nucleique codant pour une proteine ou un 
polypeptide tels que definis precedemment, et des elements necessaires a son 
expression dans une cellule hote ; 

- une cellule hote comprenant au moins un vecteur d'expression de 
l'invention, et 
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- une composition therapeutique ou prophylactique comprenant au moins 
un vecteur d' expression ou une cellule hote de V invention. 

Les differentes compositions therapeutiques de 1' invention sont en 
particulier destinee au traitement de cancers, tel que par destruction des cellules 
5 cancereuses au moyen de la formation de syncytia. Les differentes compositions 
prophylactiques de 1'invention sont notamment destinees a prevenir une deficience 
dans V elaboration du placenta. 

Les compositions de 1' invention therapeutiques ou prophylactiques, tel les 
que definies ci-dessus, sont avantageusement destinees a un traitement communement 
10 denomme « traitement par therapie genique » ou « traitement par transfert de gene ». 

Comme enonce ci-dessus, les proprietes fusogenes de la proteine Env 
HERV-W, du polypeptide Env HERV-W ou de leurs fragments tels que definis dans la 
presente invention trouvent notamment une application dans le domaine de la therapie 
genique des cancers. 

15 - Ace jour les genes les plus frequemment utilises dans la therapie contre 

les cancers sont (i) les genes qui codent pour des proteines qui augmentent 
1'immunogenicite des cellules tumorales, telles que les cytokines pro-inflamatoires, (ii) 
les genes qui codent pour des enzymes qui rendent les cellules cancereuses sensibles a 
un pro-medicament dans des systemes gene/pro-drogue, tels que le systeme thymidine 

20 kinase du virus Herpes Simplex/Ganciclovir ou le systeme cytosine desaminase/5FC. 

De maniere ideale, le transfert de genes therapeutiques devrait conduire a 
la fois a une destruction locale des cellules cancereuses, a F activation de Fimmunite 
anti-tumorale pour eliminer les zones tumorales auxquelles les genes therapeutiques ne 
peuvent etre delivres et le traitement ne devrait pas causer de dommages aux tissus 

25 cellulaires normaux de l'hote, en particulier aux tissus des organes vitaux. 

La proteine ou le polypeptide de 1' invention qui comprend ou consiste en 
la proteine Env HERV-W ou ses fragments, en particulier un fragment qui commence a 
Tacide amine 448 et se termine a l'acide amine 538 de SEQ ID NO : 1, ou en une 
sequence polypeptidique presentant pour toute suite de 20 acides amines, au moins 

30 80%, de preference au moins 90% ou encore au moins 95% d'identite avec 
SEQ ID NO :1 ou un fragment de SEQ ID NO : 1 et en particulier le fragment identifie 
ci-dessus, sous la dependance d'un promoteur heterologue ou autologue capable 
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d'induire son expression repond aux criteres definis ci dessus via la formation de 
syncytia. Ces syncytia se forment a partir de cellule(s) transfectee(s) par un processus 
de fusion de cellule a cellule. 

Dans un mode de realisation en vu d'optimiser ses caracteristiques 
therapeutiques, la proteine ou le polypeptide de 1' invention ou tout fragment est 
eventuellement fusionne avec d'autres proteine(s) ou fragment(s) de proteine(s), meme 
si intrinsequement il repond aux criteres definis precedemment. A contrario, tout ou 
partie de la proteine, et en particulier le polypeptide dont la sequence peptidique 
comprend ou consiste en la sequence qui commence a l'acide amine 448 et se termine a 
l'acide amine 538 de SEQ ID NO : 1, peut etre fusionne a d'autres proteines en vue de 
leur conferer des proprietes particulieres. La proteine ou le polypeptide de 1'invention 
ou son fragment est capable d'induire la formation de syncytia a un pH voisin de la 
neutrality ou a pH neutre. Typiquement le vecteur d'expression ou plasmide sera adapte 
pour permettre l'expression de la proteine, du polypeptide ou fragment induisant la 
formation de syncytia, de telle sorte que lorsqu'il est exprime la proteine, le 
polypeptide ou fragment puisse induire la fusion des cellules transferees avec d'autres 
cellules humaines non transferees. II est souhaitable que la proteine ou le polypeptide 
de 1'invention soit exprime independamment d'autres composants vnaux, a moins que 
ceux ci soient utiles a la vectorisation. 

Aussi, la presente invention a pour objet un gene ou un acide nucleique, 
ou un fragment de gene ou d'un acide nucleique, recombinant codant pour une proteine 
ou un polypeptide ou un fragment de 1'invention qui induit la formation de syncytia par 
fusion de cellules transformees et de cellules malignes cibles et son utilisation dans le 
domaine de la therapie de maladies malignes, telles que les cancers. 

L'invention concerne egalement une methode de traitement d'une maladie 
maligne chez un patient qui consiste a administrer au patient le gene ou un acide 
nucleique, ou un fragment de gene ou d'un acide nucleique, recombinant codant pour 
une proteine ou un polypeptide ou un fragment de l'invention qui induit la formation de 
syncytia par fusion de cellules transformees et de cellules malignes cibles. 

Le gene ou l'acide nucleique, ou le fragment de gene ou d'acide nucleique 
est introduit in vitro dans des cellules humaines appropriees, telles que des cellules de 
lignees continues immortalisees, par des techniques standards connues de l'homme du 
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metier, telle que transfection, transduction ou transformation, et les cellules ainsi 
transformees sont ensuite introduites chez le patient ou elles peuvent exercer leur 
proprietes fusogenes. 

Le gene ou Facide nucleique, ou le fragment de gene ou d'acide nucleique 
5 de F invention peut etre utilise de differentes manieres pour le traitement de cancers, en 
particulier pour le traitement de tumeurs solides ou molles. Les cellules cibles peuvent 
etre transformees ex vivo ou in vivo par les vecteurs (plasmides) codant pour le 
polypeptide de Finvention. 

Les proprietes fusogenes de la proteine Env HERV-W, du polypeptide 
10 Env HERV-W ou de leurs fragments tels que defmis dans la presente invention 
trouvent egalement une application dans le domaine de la prophylaxie pour prevenir 
une deficience dans Felaboration du placenta et pallier des echecs de grossesse. 

Le gene ou Facide nucleique ou leurs fragments tels que defmis dans 
Finvention peuvent done etre utilise pour differents effets therapeutiques ou 
15 prophylactiques, le but ultime etant soit (i) de detruire les cellules cibles par formation 
de syncytia induisant une mort cellulaire des cellules cibles par un processus de mort 
different de la mort cellulaire par apoptose, soit (ii) d'induire ou de favoriser la 
formation de syncytia, par exemple pour pallier une deficience dam, la formation des 
syncytiotrophoblastes lors de la grossesse, ou pour prevenir une deficience dans la 
20 formation naturelle de tout autre type de syncytia, ladite deficience etant associee a une 
pathologie. 

L'invention concerne egalement Futilisation de la proteine Env HERV-W 
ou d'un fragment de Env HERV-W, tels que definis precedemment, a la surface d'un 
vecteur de therapie genique comprenant, entre autres, un gene ou une sequence d'acide 

25 nucleique ou un oligonucleotide d'interet therapeutique susceptible d'etre exprime dans 
une cellule cible ou de s'hybrider a une sequence nucleotidique complementaire d'une 
cellule cible, ladite proteine Env HERV-W ou ledit fragment de cette proteine 
interagissant avec son recepteur cellulaire decrit ci-dessus, favorisant ainsi 
Fintroduction du gene ou de la sequence d'acide nucleique ou de Foligonucleotide 

30 d'interet therapeutique dans la cellule cible. 

Aussi, Finvention concerne un vecteur de therapie genique comprenant 
une proteine ou un polypeptide ou un fragment d'enveloppe d'un retrovirus endogene 
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humain, ladite proteine ou ledit polypeptide presentant une sequence polypeptidique 
qui comprend la sequence SEQ ID NO : 1 ou un fragment de SEQ ID NO :1, en 
particulier un fragment dont la sequence peptidique comprend ou consiste en la 
sequence qui commence a l'acide amine 448 et se termine a Facide amine 538 de SEQ 
ID NO : 1 , ou une sequence presentant pour toute suite de 20 acides amines, au moins 
80%, de preference au moins 90% ou encore au moins 95% d'identite avec la sequence 
SEQ ID NO :1 ou avec un fragment de SEQ ID NO :1, en particulier tel que defmi ci- 
dessus. De preference, le vecteur de therapie genique de Finvention comprend la 
sequence SEQ ID NO :L Dans un mode de realisation particulier de T invention le 
vecteur de therapie genique precedemment cite consiste en un vecteur retroviral 
classique de type MLV ou en un vecteur lentiviral pseusotypes par tout ou partie de la 
proteine d'enveloppe de HERV-W telle que defmie ci-dessus, ou encore en un vecteur 
synthetique portant a sa surface tout ou partie de la proteine Env HERV-W telle que 
definie ci-dessus conferant les proprietes de ciblage cellulaire et de fusion de la 
membrane plasmatique. 

L' invention concerne encore un vecteur de therapie genique comprenant a 
sa surface le recepteur de la proteine identifiee en SEQ ID NO :1, notamment pour 
cibler des cellules produisant la proteine identifiee en SEQ ID NO :1 de fa<?on 
constitutive ou induite. 

Les sequences d'acides nucleiques et/ou oligonucleotides d'interet 
therapeutique (anti-sens ou codant pour une proteine) permettent notamment de cibler 
les cellules dans lesquelles un gene est exprime. 

Les sequences d' acides nucleiques ou les oligonucleotides anti-sens sont 
capables d'interferer specifiquement avec la synthese d'une proteine cible, par 
inhibition de la formation et/ou du fonctionnement du polysome, selon le 
positionnement de l'anti-sens dans l'ARNm de la cible. Done, le choix frequent de la 
sequence entourant le codon d'initiation de la traduction comme cible pour une 
inhibition par une sequence d'acide nucleique anti-sens ou par un oligonucleotide anti- 
sens vise a prevenir la formation du complexe d'initiation. D'autres mecanismes dans 
I' inhibition par des oligonucleotides anti-sens impliquent une activation de la 
ribonuclease H qui digere les hybrides oligonucleotide anti-sens/ARNm ou une 
interference au niveau de sites d'epissage par des oligonucleotides anti-sens dont la 
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cible est un site d'epissage de 1'ARNm. Les oligonucleotides anti-sens sont egalement 
complementaires de sequences ADN et peuvent done interferer au niveau de la 
transcription par la formation d'une triple helice, 1'oligonucleotide anti-sens s'appariant 
par des liaisons hydrogene dites de Hoogsteen au niveau du grand sillon de la double 
helice d'ADN. Dans ce cas particulier, on parle plus precisement d'oligonucleotides 
antigenes. II est bien entendu que les sequences d'acides nucleiques ou 
oligonucleotides anti-sens peuvent etre strictement complementaires de la cible ADN 
ou ARN a laquelle ils doivent s'hybrider, mais aussi non strictement complementaires 
a la condition qu'ils s'hybrident a la cible. De meme, il peut s'agir d'oligonucleotides 
anti-sens non modifies ou modifies au niveau des liaisons inter-nucleotidiques. Toutes 
ces notions font partie des connaissances generates de l'homme de Fart. 

La presente invention concerne done une composition therapeutique 
comprenant, entre autres, un vecteur de therapie genique, la proteine Env HERV-W ou 
un fragment de cette proteine telle que definie precedemment, et une sequence d'acide 
- nucleique ou oligonucleotide anti-sens tels que definis ci-dessus. 

La proteine Env HERV-W ou un de ses fragments est egalement utilise 
comme vecteur therapeutique pour le transfer! d'un gene d'interet therapeutique dans 
une cellule cible et dans la formulation d'une composition therapeutique comprenant 
au moins un vecteur de therapie genique, la proteine Env HERV-W ou un fragment de 
cette proteine telle que definie precedemment, et un gene d'interet therapeutique ainsi 
que les elements permettant l'expression dudit gene d'interet therapeutique. Les genes 
d'interet therapeutique peuvent etre non mutes ou mutes. Ils peuvent egalement 
consister en des acides nucleiques modifies de sorte qu'il ne leur est pas possible de 
s'integrer dans le genome de la cellule cible ou des acides nucleiques stabilises a l'aide 
d' agents, tels que la spermine. 

Par elements assurant l'expression dudit gene d'interet therapeutique in 
vivo on fait notamment reference aux elements necessaires pour assurer l'expression 
dudit gene therapeutique, apres son transfert dans une cellule cible. II s'agit notamment 
des sequences promotrices et/ou des sequences de regulation efficaces dans ladite 
cellule, et eventuellement les sequences requises pour permettre l'expression a la 
surface des cellules cibles d'un polypeptide. Le promoteur utilise peut etre un 
promoteur viral, ubiquitaire ou specifique de tissu ou encore un promoteur synthetique. 
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A titre d'exemple, on mentionnera les promoteurs, tels que les promoteurs des virus 
RSV (Rous Sarcoma Virus), MPSV, SV40 (Simian Virus), CMV (Cytomegalovirus) 
ou du virus de la vaccine. II est en outre possible de choisir une sequence promotrice 
specifique d'un type cellulaire donne, ou activable dans des conditions definies. La 
litterature procure un grand nombre d' informations relatives a de telles sequences 
promotrices. 

Dans un autre mode de realisation, on peut utiliser dans une composition 
therapeutique une cellule exprimant la proteine Env HERV-W ou un fragment de cette 
proteine tels que definis precedemment comme vehicule de gene(s) de grande taille 
grace aux proprietes fusogenes de la proteine ou de ses fragments qui permettent la 
fusion de la cellule vecteur avec une cellule hote deficitaire pour un ou des genes 
determine(s), permettant ainsi de compenser le ou les gene(s) deficitaire(s) (exemple : 
distrophine). 

L'invention concerne done egalement une telle cellule et son utilisation 
comme vecteur cellulaire. 

Les proprietes ou pouvoir fusogene(s) de la proteine ou du polypeptide de 
F invention ou de leurs fragments sont egalement utilisees dans un procede pour tester 
l'efficacite et selectionner des drogues ou substances medicamenteuses ou des 
systemes gene/pro-drogue susceptibles d'intervenir qualitativement et/ou 
quantitativement sur leur pouvoir fusogene par mise en contact de ladite drogue ou 
substance medicamenteuse ou dudit systeme gene/pro-drogue avec des cellules d'une 
culture cellulaire exprimant ladite proteine ou ledit polypeptide ou ledit fragment et, 
observation d'une regression ou d'une disparition dans la formation de syncytia, etant 
entendu que la formation de syncytia a l'etat naturel est associee a un etat 
pathologique. A titre d'exemple, on peut citer les phenomenes hemorragiques, la 
destruction ou 1' alteration des cellules neuronales, la destruction ou V alteration 
exacerbee des osteoblastes. 

L' invention concerne aussi un procede pour la selection de drogues ou 
substances medicamenteuses ou de systemes gene/pro-drogue susceptibles d'intervenir 
qualitativement et/ou quantitativement sur le pouvoir fusogene d'une proteine ou d'un 
polypeptide ou d'un fragment tel que defini precedemment. Selon ce procede, on met 
en contact ladite drogue ou substance medicamenteuse ou ledit systeme gene/pro- 
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drogue avec des cellules d'une culture cellulaire exprimant ladite proteine ou ledit 
polypeptide ou ledit fragment et, on observe une regression ou une disparition dans la 
formation de syncytia. 

L'invention concerne egalement Futilisation d'au moins une sequence 
d'acide nucleique ou d'au moins un oligonucleotide anti-sens repondant aux criteres 
defmis precedemment et susceptible de s'hybrider et d'interferer specifiquement avec 
la synthese de la proteine Env HERV-W et une composition therapeutique comprenant, 
entre autres, ladite sequence d'acide nucleique ou oligonucleotide anti-sens dans le but 
d'obtenir in vivo une regression ou une disparition de syncytia associes a un etat 
pathologique. 

Dans le but d'obtenir in vivo une regression de la formation de syncytia ou 
une disparition de syncytia associes a un etat pathologique, on prepare une composition 
therapeutique comprenant, entre autres, un ligand susceptible de reconnaitre le 
recepteur identifie precedemment et d'inactiver ou inhiber le processus de formation de 
syncytia ou une composition comprenant un gene codant pour un ligand susceptible de 
s'exprimer in vivo dans une cellule cible ou dans un tissu cellulaire cible determine, 
ledit gene etant sous la dependance des elements necessaires assurant son expression,, 
apres son transfert dans la cellule ou le tissu cellulaire cible. 

Ainsi, par ligand on entend toute molecule qui est capable de reconnaitre 
ledit recepteur et/ou d'inhiber sa fonction. II peut s'agir, entre autres, d'un anticorps 
monoclonal ou d'un anticorps polyclonal ou d'un fragment d'anticorps monoclonal ou 
d'anticorps polyclonal. II peut s'agir egalement d'une molecule inhibitrice de la 
fonction du recepteur dont la constante d'affmite serait plus grande que celle de la 
proteine Env HERV-W pour sa liaison et fixation au recepteur. 

La production d'anticorps polyclonaux et monoclonaux fait partie des 
connaissances generates de l'homme du metier. On peut citer a titre de reference Kohler 
G. et Milstein C. (1975): Continuous culture of fused cells secreting antibody of 
predefined specificity, Nature 256 :495-497 et Galfre G. et al. (1977) Nature, 266 : 522- 
550 pour la production d'anticorps monoclonaux et Roda A., Bolelli G.F. : Production 
of high-titer antibody to bile acids, Journal of Steroid Biochemistry, Vol. 13, pp 449- 
454 (1980) pour la production d'anticorps polyclonaux. Pour la production d'anticorps 
monoclonaux, un immunogene peut etre couple a de l'hemocyanine de Lymphet 
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Keyhole (peptide KLH) comme support pour 1' immunisation ou a de l'albumine serique 
(peptide SA). Les animaux sont soumis a une injection d'immunogene en utilisant de 
I' adjuvant complet de Freund. Les serums et les surnageants de culture d'hybridome 
issus des animaux immunises sont analyses pour leur specificite et leur selectivity en 
utilisant des techniques classiques, telles que par exemple des tests ELISA ou de 
Western Blot. Les hybridomes produisant les anticorps les plus specifiques et les plus 
sensibles sont selectionnes. Des anticorps monoclonaux peuvent egalement etre 
produits in vitro par culture cellulaire des hybridomes produits ou par recuperation de 
liquide d'ascite, apres injection intraperitoneale des hybridomes chez la souris. Quelque 
soit le mode de production, en surnageant ou en ascite, les anticorps sont ensuite 
purifies. Les methodes de purification utilisees sont essentiellement la filtration sur gel 
echangeur d'ions et la chromatographic d'exclusion ou l'immunoprecipitation. Un 
nombre suffisant d'anticorps sont cribles dans des tests fonctionnels pour identifier les 
anticorps les plus performants. La production in vitro d'anticorps, de fragments 
d'anticorps ou de derives d'anticorps, tels que des anticorps chimeres produits par genie 
genetique est bien connue de l'homme du metier. 

Plus particulierement, par fragment d'anticorps on entend les fragments 
F(ab)2, Fab, Fab', sFv (Blazar et aL, 1997, Journal of Immunology 159 : 5821-5833 et 
Bird et aL, 1988, Science 242 : 423-426) d'un anticorps natif et par derive on entend, 
entre autres, un derive chimerique d'un anticorps natif (voir par exemple Arakawa et 
aL, 1996, J. Biochem 120 : 657-662 et Chaudray et aL, 1989, Nature 339 : 394-397). 

Comme evoque precedemment la therapie genique ouvre la possibility 
d'exprimer in vivo de tels ligands par 1' administration de compositions therapeutiques 
comprenant au moins un gene codant pour un tel ligand. Un tel gene d'interet 
therapeutique code notamment (i)- soit pour au moins un anticorps polyclonal ou 
monoclonal ou un fragment d'anticorps monoclonal ou polyclonal ou encore pour un 
anticorps transmembranaire natif, ou un fragment d'un tel anticorps, pour autant que 
l'anticorps ou fragment d'anticorps soit exprime in vivo a la surface d'une cellule cible 
ou de cellules cibles d'un tissu et soit capable de reconnaire et de se Her audit 
recepteur, (ii) soit pour au moins une molecule inhibitrice comme decrit ci-dessus. 

Par cellules cibles ou cellules cibles d'un tissu, telles que definies ci- 
dessus, on entend (i) soit des cellules au niveau desquelles on veut intervenir pour 
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prevenir ou inhiber la formation de syncytia, (ii) soit des cellules autres mais qui sont 
susceptibles d'exprimer le ligand et par voie de consequence d'inhiber et/ou de bloquer 
Tactivite fonctionnelle du recepteur. 

Par element assurant 1' expression in vivo dudit gene, on fait notamment 
5 reference aux elements necessaires pour assurer son expression, apres transfert dans 
une cellule cible. II s'agit notamment des sequences promotrices et/ou des sequences 
de regulation efficaces dans ladite cellule et eventuellement des sequences requises 
pour permettre F expression a leur surface d'un polypeptide ou d'une molecule 
inhibitrice, tel qu'evoque ci-dessus. Le promoteur utilise peut etre un promoteur viral, 

10 ubiquitaire ou specifique de tissu ou encore un promoteur synthetique. Des exemples 
de tels promoteurs ont ete decrits precedemment. 

Par anticorps transmembranaire, on entend un anticorps dont au moins la 
region fonctionnelle capable de reconnaitre et de se fixer au recepteur est exprimee a la 
surface des cellules cibles pour permettre la reconnaissance et la fixation. De tels 

15 anticorps peuvent consister en des polypeptides de fusion comprenant une sequence 
d'acides amines definissant la region fonctionnelle et une sequence d'acides amines 
definissant un polypeptide transmembranaire qui permet l'ancrage au sein de la bi- 
couche lipidique membranaire des cellules cibles ou a la surface externe de cette bi- 
couche lipidique. Des sequences nucleiques codant pour de tels anticorps 

20 transmembranaires sont decrites dans la litteraure. 

Par gene ou sequence d'acide nucleique ou leurs fragments, on entend (i) 
un gene ou un acide nucleique natif isole ou leurs fragments isoles obtenus par coupure 
enzymatique, ou (ii) un gene ou acide nucleique ou leurs fragments obtenu(s) par 
synthese chimique a l'aide de synthetiseurs automatiques, tels que les synthetiseurs 

25 commercialises par la societe Applied Biosystems. 

Par cellules tumorales, on entend (i) des cellules de lignees cellulaires 
immortalisees ou (ii) des cellules primaires tumorales prelevees chez un patient. 

Par promoteur autologue, on entend un LTR 5' de HERV-W, a la 
condition qu'il soit fonctionnel et par promoteur heterologue on entend tout promoteur 

30 n'appartenant pas a la famille de HERV-W, d'origine virale, retroviral ou cellulaire, 
eventuellement modifie, a la condition qu'il soit fonctionnel. Avantageusement, le 
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promoteur autologue ou heterologue est un promoteur fort c'est-a-dire qu'il est capable 
d'induire une expression quantitativement importante de la proteine ou du polypeptide. 

Le pouvoir fusogene de la proteine Env HERV-W peut egalement etre 
utilise pour favoriser le processus d' adhesion cellulaire dans la cas de greffes 
heterologues ou homologues ou dans des processus de reparation cellulaire. 

Exemple 1 : 
Lignees cellulaires: 

La lignee TELCeB6 (Cosset et al., Journal of Virology, 69 (12) : 7430- 
7436 (1995)) derive de la lignee TELac2 apres transfection et selection clonale d'un 
plasmide d'expression destine a produire des proteine Gag et Pol de type MoMLV 
(virus de la leucemie murine de Moloney). La lignee TELac2 derive initialement des 
cellules humaines de rhabdomyosarcome TE671 (ATCC CRL 8805) et exprime le 
vecteur retroviral rapporteur nlsLacZ (Takeuchi et al., Journal of Virology, 68 (12) : 
8001-8007 (1994)). La production de particules retrovirales infectieuses par les cellules 
TELCeB6 depend des vecteurs d'expression d'enveloppe transfectes. 

Ces cellules sont cultivees en milieu DMEM (Dulbecco modified Eagle 
medium - Life Technologies) avec 10% de serum de veau foetal (Life Technologies). 
D'une maniere generate, ce milieu a ete utilise pour tous les autres types cellulaires, i.e. 
les cellules TE671 (ATCC CRL 8805 - rhabdomyosarcome humain), A-431 (ATCC 
CRL- 1555 - tumeur solide, carcinome epidermoi'de humain), HeLa (ATCC CCL-2), 
COS (ATCC CRL- 1651), PAE (cellules endothelials d'aorte de pore), XC (ATCC 
CCL-165 - sarcome de rat), NIH-3T3 et QTB (ATCC CRL-1708). 

Construction des vecteurs d'expression d'enveloppe : 

Le plasmide pHCMV a ete utilise pour l'expression de env HERV-W. Le 
plasmide FBASALF-ARless a ete utilise en qualite de temoin positif de fusion; il 
produit une forme hautement fusogenique de la glycoprotein d'enveloppe MLV 
amphotrope, modifiee par introduction d'un codon stop avant le premier acide amine du 
peptide intracytoplasmique p2-R (Rein et al., Journal of Virology, 68 (3) : 1773-1781 
(1994)). env HERV-W clone en anti-sens dans le plasmide pHCMV a ete utilise 
comme temoin negatif. 

Transfection et tests de fusion de cellule a cellule (coculture) : 
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Les plasmides ^expression des glycoproteines d'enveloppe sont 
transfectes dans les cellules TELCeB6 par precipitation au phosphate de calcium 
(Cosset et al., Journal of Virology, 69 (10) : 6314-6322 (1995)). Les cellules TELCeB6 
confluentes exprimant Env sont fixees au Glutaraldehyde a 0,5% en PBS, 24 h. apres 
transfection. Une coloration par des solutions de May-Griinwald et Giemsa (MERCK) 
est alors effectuee selon les recommandations du fournisseur. Elle colore les noyaux en 
violet et les cytoplasmes en mauve et permet de visualiser les syncytia. 

Pour les experiences de coculture, les cellules transferees sont decrochees 
du support, comptees puis re-ensemencees a concentration egale (3 x 10 5 cellules/puit) 
en plaques 6 puits. Des cellules fraiches indicatrices sont alors ajoutees aux cellules 
transferees a raison de 10 6 cellules par puit et la co-culture est poursuivie pendant 
24 h. Une coloration XGal (5-bromo-4chloro-3-indolyl-p-D-galactopyranoside peut 
alors etre effectuee pour colorer le noyau des cellules TELCeB6 (Cosset et al., Journal 
of Virology, 69 (10) : 6314-6322 (1995)). Elle est suivie d f une coloration par des 
solutions de May-Griiriwald et Giemsa (MERCK) effectuee selon les recommandations 
du fournisseur. 

La majorite des syncytia est observable 18 a 24 heures apres le debut de la 
transfection ; le decollement progressif des cellules ne permet plus d'observation, ni de 
coloration 36 heures apres la transfection. La fusion observee correspond a une fusion 
" from within '\ c'est-a-dire a une fusion de cellule-a-cellule, a partir d'une cellule 
exprimant l'enveloppe, par opposition a une fusion " from without " qui correspond a 
une formation de syncytia consecutive a une fusion virion-cellule(s). 

Le tableau I ci-apres rassemble les resultats obtenus concernant la capacite 
de fusion de cellule a cellule de Env HERV-W par transfection directe, comparee a 
celle de l'enveloppe temoin ARless. Les cellules TELCeB6 et TE671 correspondent a 
des lignees d'origine humaine. Les cellules COS sont des cellules de rein de singe vert. 
Les cellules XC sont des cellules de rat. 
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Tableau I 



index 3 de fusion sur les cellules 



Enveloppe 


TELCeB6 


TE671 


COS 


XC 


ARless 


33 


8,6 


inn. 


40 


HERV-W 


61 


24,7 


3,6 


0 



5 a L'index de fusion correspond au pourcentage (N-S)/T 9 ou N est le nombre 

de noyaux en syncytia, S est le nombre de syncytia et Test le nombre total de noyaux 
comptes. inn. signifie innombrables, organises en "reseau". 

Le tableau I montre que les resultats sont au moins aussi importants pour 
Env HERV-W que pour le temoin sur les cellules d'origine humaine. lis sont moindres 
10 sur les cellules simiennes. Env HERV-W n'induit pas la formation de syncytia sur des 
cellules de rat. 

Le tableau II ci-apres rassemble les donnees observees dans des 
experiences de coculture de cellules indicatrices avec des cellules TELCeB6 
transferees par pHCMV-e/zv HERV-W. Le type, l'origine et l'espece des cellules 
15 indicatrices sont indiques. La formation de syncytia est indiquee par les mentions 
oui/non. 
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Tableau II 



Espece 


Type cellulaire 


Origine 


Fusion en co-culture avec 
TELCeB6 


Homme 


TE671 


Rhabdomyosarcome 


Oui 




A431 


Carcinome epidermoide 


Oui 




HeLa 


Carcinome epithelioide 


Oui 


Singe 


COS 


Type fibroblastique 


Oui 


Pore 


PAE 


Endothelium 


Oui 


Rat 


xc 


Sarcome 


Non 


Souris 


3T3 


Fibroblastique 


Non 


Caille 


QT6 


Fibrosarcome 


Non 



Le tableau II detaille les resultats des experiences de coculture en fonction 
des lignees cellulaires testees. On observe des syncytia dans des cellules humaines de 
rhabdomyosarcome (TE671), de carcinome epidermoide (A431) et de carcinome 
epithelioide (HeLa), ainsi que dans des cellules de singe de type fibroblastique (COS), 
des cellules de pore d'endothelium (PAE) et des cellules de souris de type 
fibroblastique (3T3). Le fait que l'enveloppe endogene humaine Env HERV-W soit 
capable de fusionner dans des cellules de pore peut poser des problemes dans le cadre 
de la transplantation d'organes (xenotransplantation). 

Exemple 2 : 

Amplification conjointe puis selective de la LTR et de l'enveloppe: 
Afm d'etudier le polymorphisme de la region codante de l'enveloppe et de 
la region promotrice U3 de la LTR 5 ? associee, situees sur le chromosome 7, une 
amplification specifique d'un fragment de lOkb est realisee grace a un couple d'amorces 
specifiques. En effet, sachant que la famille HERV-W comporte de nombreuses copies 
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non codantes et en particulier un nombre important de LTR, cette strategic permet 
d'amplifier specifiquement et conjointement la region env et sa sequence promotrice 
(LTR5') situee en amont, exclusivement sur le chromosme 7. On utilise pour cela une 
amorce U6198 s'hybridant sur une sequence specifique situee en amont de la LTR 5' 
sur le chromosome 7, et une amorce L6186 s'hybridant de fa?on chevauchante sur la 
region U5 du LTR 3' et le gene cellulaire adjacent, sur ce meme chromosome. La 
longue PCR (ou LD-PCR) est realisee dans les conditions suivantes, 1 x 5 min. a 94°C, 
10 x (10 sec a 94°C, 30 sec a 55°C, 8 min. a 68°C), 25 x (10 sec a 94°C, 30 sec a 55°C, 
8 min. a 68°C + 10 sec /cycle), 1 x 7 min. a 68°C, en presence de tampon 
^amplification (50 mM Tris HCL pH 9,0 a 25°C, 15mM (NH4)2S04, 0.1% Triton X- 
100); 1,5 mM MgCl2, 0,25mM de chaque dNTP, 330 nM de chaque amorce (U6198 et 
L6186), 1U d'ADN polymerase ainsi que 200ng de matrice (ADN genomique) dans un 
volume final de 50ml. 

A partir de ce produit PCR de lOkb dilue, une PCR nichee "env" ainsi 
qu'une PCR nichee "LTR" sont effectuees, afin d'objectiver la presence ou non d'un 
polymorphisme de ces deux regions. La dilution permet une amplification specifique a 
partir du produit de LD-PCR et non du materiel genomique de depart. La PCR nichee 
"env" est realisee grace aux amorces U6189 et L6186, l'amorce U6189 etant celle 
employee pour la LD-PCR, l'amorce U6189 etant situee en amont de l'ATG de env. La 
region U3 du LTR 5' est amplifiee par le couple d'amorce U6460 et L5643. L'amorce 
U6460 s'hybride en amont de la LTR 5' tandis que l'amorce L5643 s'hybride dans le 
domaine R de la LTR 5'. Les PCR nichees sont realisees dans les conditions suivantes, 
1 x 5 min. a 94°C, 30 x (1 min. a 94°C, 1 min. a 53°C, 3 min. a 72°C), 1 x 7 min. a 
72°C, en presence de tampon d'amplification (10 mM Tris HCL pH 8,3, 50mM KC1), 
1,5 mM MgCl2, 0,25mM de chaque dNTP, 330 nM de chaque amorce, 1,25U d'ADN 
polymerase, un aliquot du produit d'amplification de la LD-PCR, dans un volume final 
de 50ml. 

Analyse du polymorphisme: 

Afin d'objectiver la presence ou non d'un polymorphisme, les produits des 
PCR niches peuvent etre analyses de differentes fa<?ons, en particulier le sequencage ou 
l'analyse par la technique SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) 
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permettant de mettre en evidence la presence d'au moins une mutation entre deux 
sequences courtes d'une taille moyenne de 250pb. 

Polymorphisme du gene env: l'utilisation de 20 amorces (10 amorces sens 
paires: 6302 a 6320 et 10 amorces anti-sens impaires: 6303 a 6321) permet le 
sequen9age de la region codante de l'enveloppe a partir du produit PCR nichee 
enveloppe. Ces amorces peuvent egalement etre utilisees pour une analyse du 
polymorphisme par SSCP. A titre d f exemple, les sequences des genes d'enveloppe de 
trois donneurs sains etiquetes D6, D10 et D21 sont illustrees a la figure 2. Ces 
sequences montrent l'existence d'un faible taux de polymorphisme. Si on utilise la 
sequence d'enveloppe du donneur D6 comme reference arbitraire, la sequence de 
l'enveloppe du donneur D21 possede une mutation en position 386 (T386C), le 
remplacement de la thymine par la cytosine induisant un changement d'acide amine de 
valine en alanine (V128A en numerotation proteique). De meme, la sequence du gene 
de l'enveloppe du donneur D10 presente deux mutations par rapport a la sequence du 
donneur D6, en position 671 (T671C) et 920 (G920A), induisant deux changements 
d'acides amines, respectivement de valine en alanine (V224A en numerotation 
proteique) et de serine en asparagine (S306N en numerotation proteique). Ces 
sequences illustrent l'existence d'un polymorphisme Le sequen<?age de 12 ADN de 
patients a ete realise et nous a permis d'observer un faible taux de polymorphisme entre 
les ADN testes. Par exemple, la comparaison des sequences issues de deux individus 
notes 10 et 21 montre la presence de trois bases de difference en acides nucleiques sur 
les 1617 bases du gene, ce qui correspond a un taux de polymorphisme de 0,19%. Deux 
mutations sont situees sur la sequence de l'ADN 10 (T671C et G920A) et une sur la 
sequence de l'ADN 21 (T386C). La sequence de l'individu 6 sert de reference. Cette 
meme analyse au niveau proteique permet d'observer 3 acides amines mutes pour 
l'enveloppe entiere comportant au total 538 acides amines, soit un taux de 
polymorphisme de 0,56%. Les deux mutations de la sequence issue de l'individu 10 
sont V224A et S306N et celle de la sequence issue de l'individu 21 est V128A. 

Polymorphisme de la region promotrice U3 de la LTR5' associee au gene 
d'enveloppe: le sequen 9 age du domaine U3 du LTR 5' est realise grace aux 2 amorces 
precedemment utilisees pour la PCR nichee LTR. A titre d'exemple, les sequences de la 
region U3 de la LTR5* (associee au gene de l'enveloppe) de deux des donneurs sains 
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(etiquetes D6 et D21) pour lesquels l'enveloppe a par ailleurs ete sequencee sont 
illustrees a la figure 3. Ces sequences montrent l'existence d'un taux de polymorphisme 
plus important que pour le gene de l'enveloppe. On notera en particulier les variations 
aux positions 210 (T pour D6, C pour D21), 211 (G pour D6, A pour D21), 229 (A 
5 pour D6, G pour D2 1), 231 (T pour D6, C pour D2 1 ), 232 (C pour D6, A pour D2 1 ) 

Les sequences des amorces utilisees pour la PCR, le SSCP et la 
sequen^age sont illustrees dans le tableau III ci-dessous. 



Tableau III 

10 



NOM : 


SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES: 






Amorces PCR longue 


U6198 : 


5'- CAA-AAC-GCC-TGG-AGA-TAC-AGC-AAT-TAT-C-3' 


L6186 : 


5'- GCA-CCC-TCA-TGG-TTG-TGT-TAC-TTG-G-3' 








Amorces PCR nichee env 


U6189 : 


5'- CTG-AAA-ATC-CAG-GAG-ACA-ACG-CTA-GC-3' 


L6186 : 


5'- GCA-CCC-TCA-TGG-TTG-TGT-TAC-TTG-G-3' 








Amorces PCR nichee LTR 5' 


U6460 : 


5'- TTG-GTA-CCC-AAA-ACG-CCT-GGA-GAT-ACA-GCA- 

ATT-ATC-3' 


L5643 : 


5'- AAC-TCG-AGT-GAA-ATA-GCA-TGA-AAA-CAG-AG-3' 












Amorces SSCP et sequencage env: 


U6302 : 


5'- AGG-AAA-GTA-ACT-AAA-ATC-ATA-AAT-C-3' 


L6303 : 


5'- GGT-TCC-CTT-AGA-AAG-ACT-CC-3' 


U6304 : 


5'- AAT-ATT-GAT-GCC-CCA-TCG-TAT-A-3' 


L6305 : 


5'- CC A-GTT-TGG-GTG-AAG-T AA-GTC-3 ' 
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U6306 : 


5'- GGA-GGA-CTT-GGA-GTC-ACT-GTC-3' 


L6307 : 


5 1 - AGG-CGA-GTA-TGG-GTA-CGG-AG-3' 


U6308 : 


5'- GGA-CTA-GAT-CTC-TCA-AAA-CTA-CA-3' 


L6309 : 


5'- ACG-GAA-GTG-GTG-TTT-ATT-TCT-G-3' 


U6310 : 


5'- CCT-GAA-C AA-TGG- AAC- AAC-TTC-3 ' 


L6311 : 


5'- ATT-CCT-GAG-GGT-AGG-CAG-AC-3' 


U6312 : 


5'- GGT-AAC-TCC-TCC-CAC-ACA-AA-3' 


L6313 : 


5'- GAA-TGG-GTA-CTC-TTT-TGT-TGC-3' 


U6314 : 


5'- TAC-AGT-TAT-GTC-ATA-TCT-AAG-CC-3' 


L6315 : 


5'- TAA-GTT-GAT-CTT-GCA-AGG-TGA-C-3' 


U6316 : 


5 1 - CTA-AAT-GGG-GAC-ATG-GAA-CG-3' 


L6317 : 


5'- TAT-TCG-ATC-TGG-AAT-TTC-TTC-AAC-3' 


U6318 : 


5'- CAA-TCC-GGA-ATC-GTC-ACT-GA-3' 


L6319 : 


5'- AGA-CAA-AGT-TAA-CAA-GGA-GGT-TC-3' 


U6320 : 


5'- ACT-CCT-CTT-TGG-ACC-CTG-TAT-C-3' 


L6321 : 


5'- GAG-GTT-GGC-CGA-CCA-CCG-3' 



U fait reference a des amorces sens et L fait reference a des amorces reverses. 



Exemple 3 : 

Afin de determiner le recepteur reconnu par la glycoprotein d'enveloppe 
5 de HERV-W parmi les recepteurs connus comme etant exprimes dans les cellules 
humaines, c'est a dire PiT-2 (le recepteur des MLV amphotropes), PiT-1 (le recepteur 
des GALV -gibbon ape leukemia virus et FeLV-B -feline leukemia virus type B) et 
hATB° (le recepteur des retrovirus mammiferes de type D egalement reconnu par le 
retrovirus RD114), des tests d'interference ont ete realises. Pour cela, des cellules 

10 TELCeB6 ont ete transferees, soit avec le plasmide d'expression codant pour 
l'enveloppe HERV-W, soit avec le plasmide ^expression exprimant TARN messager 
anti-sens du gene codant pour l'enveloppe HERV-W, soit avec le plasmide d'expression 
codant pour un variant hyperfusogenique de l'enveloppe MLV amphotrope nomme 
ARless. Ces cellules, appelees "cellules productrices" ont ensuite ete co-cultivees avec 

15 des cellules humaines, dites "cellules indicatrices", exprimant le recepteur de 
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l'enveloppe HERV-W, et qui expriment, de plus, de maniere stable, soit l'enveloppe du 
GALV, soit l'enveloppe du MLV amphotrope, soit l'enveloppe du RD1 14. L'expression 
des ces diverses glycoproteins d'enveloppe sur ces cellules est capable de reconnaitre 
les recepteurs correspondants, de les bloquer et done de diminuer leur capacite a 
interagir avec une glycoproteine d'enveloppe retroviral correspondante, mais exprimee 
de maniere exogene, a la surface des cellules "productrices". Ainsi, si lors des tests de 
fusion par co-culture, on observe une diminution dans la formation de syncytia pour un 
type cellulaire indicateur bloquant un de ces recepteurs par comparaison a la cellule 
indicatrice parentale pour laquelle l'ensemble des trois recepteurs potentiels est 
pleinement accessible, on pourra en deduire la nature du recepteur reconnu par 
l'enveloppe exprimee sur la cellule productrice. Apres deux jours de co-culture, les 
cellules ont ete fixees, colorees, et les indices de fusion determines. Les resultats sont 
presentes dans le tableau IV ci-dessous. 



Tableau IV 



Proteine d'enveloppe exprimee dans les 
cellules productrices. 


Proteines d'enveloppe exprimees dans les 
cellules indicatrices. 

Temoin MLV- A GALV RD1 14 


ARless 

anti-sens HERV-W 
HERV-W 


+ + + 
+ + + 



- signifie une absence de syncytia et + signifie la presence de syncytia 
Temoin signifie qu'il n'y a pas de proteine d'enveloppe exprimee dans cette cellule. 



Ces resultats permettent de deduire que la glycoproteine d'enveloppe de 
HERV-W reconnait le recepteur hATB° des retrovirus mammiferes de type D. En effet, 
alors que cette enveloppe est fusogenique pour les cellules indicatrices parentales ou 
pour les cellules indicatrices exprimant, soit l'enveloppe MLV-A, soit l'enveloppe 
GALV, on n'observe pas de syncytia quand les cellules productrices exprimant la 
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glycoproteine d'enveloppe de HERV-W sont co-cultivee avec les cellules indicatives 
exprimant l'enveloppe RD1 14. 

Exemple 4 : Controle de l'activite fusogene de HERV-W Env par sa partie 
cytoplasmique. 

L'implication de la partie cytoplasmique de HERV-W Env dans l'activite 
fusogene de cette glycoproteine est demontre par la construction et la caracterisation 
des glycoproteins recombinantes suivantes : 

W/CD46+, derive du CD46 humain, facteur de protection des cellules vis- 
a-vis du complement et non implique dans la formation de syncytia, comportant 
l'ectodomaine et le domaine transmembranaire de HERV-W Env (aa 1 a 469) fusionnes 
au domaine cytoplasmique du CD46 (aa 335 a 369). Cette molecule chimere n'est pas 
fusogenique dans un test de fusion cellule-cellule (Figure 5). 

W/R+, derive de la glycoproteine d'enveloppe du retrovirus MLV-A 
(amphotropic murine leukemia virus), non fusogenique quand exprimee 
independamment des autres proteines de MLV-A, comportant l'ectodomaine et le 
domaine transmembranaire de HERV-W Env (aa 1 a 469) fusionnes au domaine 
cytoplasmique de la glycoproteine d'enveloppe du retrovirus MLV-A (aa 622 a 654). 
Cette molecule chimere n'est pas fusogenique dans un test de fusion cellule-cellule 
(Figure 5). 

RD/W, derive de la glycoproteine d'enveloppe du retrovirus endogene 
felin RD114, non fusogenique quand exprimee independemment des autres proteines 
du RD114, comportant le domaine cytoplasmique et le domaine transmembranaire de 
HERV-W Env (aa 448 a 538) fusionnes a l'ectodomaine de la glycoproteine 
d'enveloppe du retrovirus RD114 (aa 1 a 508). Cette molecule chimere est fusogenique 
dans un test de fusion cellule-cellule (Figure 5). 

La figure 5 annexee represente le schema et la caracterisation des 
chimeres Env HERV-W precitees et les resultats obtenus dans un test de fusion cellule- 
cellule. 

L'ectodomaine de HERV-W Env est defini par le polypeptide derive du 
precurseur proteique contenant les acides-amines (aa) 21 a 447; le domaine 
transmembranaire, les aa 448 a 469 et la partie cytoplasmique, les aa 470 a 538 (Blond 
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et al., (1999) Molecular characterization and placentalexpression of HERV-W, a new 
human endogenous retrovirus family. Journal of Virology. 73:1 175-1 185). 

L'ectodomaine de CD46 est defini par le polypeptide derive du precurseur 
proteique contenant les acides-amines (aa) 35 a 312; le domaine transmembranaire, les 
5 aa 313 a 334 et la partie cytoplasmique, les aa 335 a 369 (Yant et ah, (1997), 
Identification of a cytoplasmic Tyr-X-X-Leu motif essential for down regulation of the 
human cell receptor CD46 in persistent measles virus infection. J Virol.71:766-770). 

L'ectodomaine de MLV-A Env est defini par le polypeptide derive du 
precurseur proteique contenant les acides-amines (aa) 32 a 598; le domaine 
10 transmembranaire, les aa 599 a 621 et la partie cytoplasmique, les aa 622 a 654 (Ott et 
Rein, (1990), Sequence analysis of amphotropic and 10A1 murine leukemia virus: 
close relationship to mink cell focus forming viruses. J Virol. 64:757-766). 

L'ectodomaine de RD114 Env est defini par le polypeptide derive du 
precurseur proteique contenant les acides-amines (aa) 18 a 508; le domaine 
15 transmembranaire, les aa 509 a 530 et la partie cytoplasmique, les aa 531 a 564 (Cosset 
et al., (1995b), High titer packaging cells producing recombinant retroviruses resistant 
to human serum. J. Virol. 69:7430-7436). 

SU signifie sous-unite de surface; TM sous-unite transmembranaire; SP 
peptide signal; tm domaine d'ancrage transmembranaire; cyt partie cytoplasmique; 
20 RBD domaine de liaison au recepteur; PRR region riche en proline; C domaine 
carboxy-terminal de la SU. 
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REVENDICATIONS 

1. Procede de detection de l'expression d'une proteine ou d'un polypeptide 
d'enveloppe d'un retrovirus endogene humain, caracterise en ce que la proteine ou le 
polypeptide presente une sequence polypeptidique qui comprend la sequence SEQ ID 
NO : 1 ou un fragment de SEQ ED NO : 1 ou une sequence presentant, pour toute suite 
de 20 acides amines, au moins 80%, de preference au moins 90%, ou encore au moins 
95% d'identite avec la sequence SEQ ID NO:l ou avec un fragment de SEQ ID NO :1, 
et en ce qu'on detecte le pouvoir fusogene de ladite proteine ou dudit fragment dans des 
cellules d'un tissu cellulaire ou d'une culture cellulaire, par la mise en evidence de la 
formation de syncytia. 

2. Procede de detection de l'expression d'une proteine ou d'un polypeptide 
d'enveloppe d'un retrovirus endogene humain, caracterise en ce que la proteine ou le 
polypeptide presente une sequence polypeptidique presentant, pour toute suite de 20 
acides amines, au moins 80%, de preference au moins 90%, ou encore au moins 95% 
d'identite avec la sequence SEQ ED NO:l, et en ce qu'on detecte le pouvoir fusogene de 
ladite proteine dans des cellules d'un tissu cellulaire, ou d'une culture cellulaire par la 
mise en evidence de la formation de syncytia. 

3 . Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que la proteine 
est codee par le gene env du retrovirus endogene HERV-W. 

4. Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que la proteine est 
codee par un cadre de lecture ouvert situe sur le chromosome 7 du genome humain. 

5. Procede selon la revendication 4, caracterise en ce que la proteine 
presente une sequence polypeptidique presentant, pour toute suite de 20 acides amines, 
au moins 80%, de preference au moins 90%, ou encore au moins 95% d'identite avec la 
sequence SEQ ID NO:l. 

6. Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que la proteine 
presente une sequence polypeptidique qui consiste en SEQ ID NO 1 

7. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le polypeptide 
presente une sequence polypeptidique qui commence a l'acide amine 448 et se termine a 
l'acide amine 538 de SEQ ID NO : 1. 
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8. Procede selon le revendication 7, caracterise en ce que le polypeptide 
presente une sequence polypeptidique presentant, pour toute suite de 20 acides amines, 
au moins 80%, de preference au moins 90%, ou encore au moins 95% d'identite avec la 
sequence polypeptidique qui commence a Facide amine 448 et se termine a l'acide amine 
538 de SEQIDNO:l. 

9. Procede selon le revendication 7 ou 8, caracterise en ce que le 
polypeptide presente une sequence polypeptidique qui consiste en la sequence 
polypeptidique qui commence a l'acide amine 448 et se termine a l'acide amine 538 de 
SEQIDNOL 

10. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que les cellules dudit tissu ou de ladite culture cellulaire sont choisies 
parmi les cellules osseuses, les cellules musculaires, les cellules placentaires, les cellules 
endothelials, en particulier des vaissaux sanguins, les cellules epitheliales, les cellules 
gliales et les cellules tumorales ou issues de lignees cellulaires tumorales. 

11. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que la detection du pouvoir fusogene de ladite proteine consiste a : 

obtenir un vecteur d' expression de ladite proteine a partir duquel 
P expression de la proteine ou de son gene est sous la dependance d'un promoteur, de 
preference un promoteur fort, 

transfecter des cellules par le vecteur obtenu pour obtenir des cellules 
productrices, exprimant a leur surface ladite proteine, et 

observer la formation de syncytia ou 1'absence de formation de syncytia. 

12. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes 
caracterise en ce que la detection du pouvoir fusogene de la proteine consiste a : 

obtenir un vecteur d' expression de ladite proteine a partir duquel 
l'expression de la proteine ou de son gene est sous la dependance d'un promoteur, de 
preference un promoteur fort, 

transfecter des cellules par le vecteur obtenu pour obtenir des cellules 
productices, exprimant a leur surface ladite proteine, 

co-cultiver des cellules naives indicatrices exprimant a leur surface un 
recepteur de ladite proteine en presence desdites cellules productrices, et 
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observer la formation de syncytia ou P absence de formation de syncytia. 

13. Utilisation d'un gene ou d'un acide nucleique ou d'un fragment de gene 
ou d'un acide nucleique codant pour une proteine ou un polypeptide tels que definis 
dans Tune quelconque des revendications 1, 6 ou 9, dans des conditions appropriees 
permettant son expression, pour preparer une composition therapeutique ou 
prophylactique. 

14. Utilisation selon la revendication 13, caracterisee en ce que ladite 
composition est destinee au traitement de cancers. 

15. Utilisation selon la revendication 13, caracterisee en, ce que ladite 
composition est destinee a prevenir une deficience dans P elaboration du placenta ou a 
prevenir une deficience dans la formation naturelle de tout autre type de syncytia, ladite 
deficience etant associee a une pathologic 

16. Utilisation selon la revendication 13, 14 ou 15, caracterisee en ce que la 
composition est destinee a un traitement par therapie genique. 

17. Composition therapeutique ou prophylactique comprenant un gene ou 
un acide nucleique ou un fragment de gene ou d'acide nucleique codant pour une 
proteine ou un polypeptide tels que definis dans Tune quelconque des revendications 1 a 
9. 

18. Composition selon la revendication 17, caracterisee en ce qu'elle 
comprend en outre un promoteur heterologue ou autologue, de preference heterologue, 
pour P expression de ladite proteine ou dudit polypeptide. 

19. Vecteur d'expression comprenant au moins un gene ou un acide 
nucleique ou un fragment de gene ou d'acide nucleique codant pour une proteine ou un 
polypeptide tels que definis dans Pune quelconque des revendications 1 a 9, et des 
elements necessaires a son expression dans une cellule hote. 

20. Cellule hote comprenant au moins un vecteur selon la revendication 19. 

21. Composition therapeutique ou prophylactique comprenant au moins un 
vecteur d'expression selon la revendication 19. 

22. Utilisation d'une composition selon Pune quelconque des 
revendications 17, 18 et 19, pour Pobtention d'un medicament destine au traitement de 
cancers par destruction des cellules cancereuses au moyen de la formation de syncytia. 
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23. Utilisation d'une composition selon Tune quelconque des 
revendications 17, 18 et 19, pour l'obtention d'un medicament destine a prevenir une 
deficience dans P elaboration du placenta ou a prevenir une deficience dans la formation 
naturelle de tout autre type de syncytia, ladite deficience etant associee a une pathologic 

24. Utilisation d'une proteine ou d'un polypeptide tel que defini dans Pune 
quelconque des revendications 1 a 9 dans un vecteur de therapie genique, ledit vecteur 
de therapie genique comprenant, entre autres, une proteine ou un polypeptide tel que 
defini dans Pune quelconque des revendications 1 a 9. 

25. Vecteur de therapie genique comprenant une proteine ou un 
polypeptide tel que defini dans Pune quelconque des revendications 1 a 9. 

26. Vecteur selon la revendication 25, choisi parmi un vecteur retroviral de 
type MLV, un vecteur lentiviral pseudotypes par une proteine ou un polypeptide tel que 
defini dans Pune quelconque des revendications 1 a 9, un vecteur synthetique. 

27. Composition therapeutique comprenant, entre autres, un vecteur de 
therapie tel que defini dans Pune des revendications 25 et 26 et une sequence d'acide 
nucleique ou un oligonucleotide anti-sens. 

28. Composition therapeutique comprenant, entre autres, un vecteur de 
therapie tel que defini dans Pune des revendications 25 et 26 et un gene d'interet 
therapeutique. 

29. Cellule exprimant une proteine ou un polypeptide tel que defini dans 
Pune quelconque des revendications 1 a 9. 

30. Utilisation d'une cellule selon la revendication 29, comme vecteur 

cellulaire. 

31. Composition therapeutique comprenant, entre autres, une cellule ou 
vecteur cellulaire tel que defini dans les revendications 29 et 30. 

32. Procede pour la selection de drogues ou substances medicament euses 
ou de systemes gene/pro-drogue susceptibles d'intervenir qualitativement et/ou 
quantitativement sur le pouvoir fiisogene d'une proteine ou d'un poypeptide tel que 
defini dans Pune quelconque des revendications 1 a 9, selon lequel on met en contact 
ladite drogue ou substance medicamenteuse ou ledit systeme gene/pro-drogue avec des 
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cellules d'une culture cellulaire exprimant ladite proteine ou ledit polypeptide et, on 
observe une regression ou une disparition dans la formation de syncytia. 

33. Composition therapeutique comprenant, entre autres, une sequence 
d'acide nucleique ou un oligonucleotide anti-sens susceptible de s'hybrider a un gene ou 
un fragment de gene ou a un acide nucleique ou fragment d'acide nucleique codant pour 
une proteine ou un polypeptide tel que defini dans Tune quelconque des revendications 1 
a 9. 

34. Composition therapeutique comprenant, entre autres, un ligand 
susceptible de reconnaitre et de se lier au recepteur de la proteine definie en SEQ ID 
NO 1 

35. Composition therapeutique selon la revendication 34 comprenant au 
moins un ligand choisi parmi un anticorps monoclonal, un anticorps polyclonal, un 
anticorps transmembranaire ou un fragment desdits anticorps, une molecule inhibitrice, 
ledit ligand etant specifique du recepteur de la proteine definie en SEQ ID NO : 1 . 

36. Composition therapeutique comprenant, entre autres, un gene d'interet 
therapeutique, ledit gene codant pour un ligand tel que defini dans la revendication 35 et 
etant place sous le controle des elements necessaires pour assurer son expression in 
vivo 

37. Vecteur de therapie genique comprenant a sa surface le recepteur de la 
proteine identifiee en SEQ ID NO 1, notamment pour cibler des cellules produisant la 
proteine identifiee en SEQ ID NO : 1 de fa<?on constitutive ou induite. 
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Figure XXX. Schema et caracterisation des Env HERV-W chimeres. 
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LISTE DE SEQUENCES 
<110> BIO MERIEUX 

<120> Procede de detection de 1' expression d * une proteine 
d'enveloppe d'un retrovirus endogene humain et 
utilisations d'un gene codant pour cette proteine 

<130> Pouvoir fusogene de env de ERV-W 

<140> 
<141> 

<160> 2 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 538 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 1 

Met Ala Leu Pro Tyr His lie Phe Leu Phe Thr Val Leu Leu Pro Ser 
15 10 15 

Phe Thr Leu Thr Ala Pro Pro Pro Cys Arg Cys Met Thr Ser Ser Ser 
20 25 30 

Pro Tyr Gin Glu Phe Leu Trp Arg Met Gin Arg Pro Gly Asn He Asp 
35 40 45 

Ala Pro Ser Tyr Arg Ser Leu Ser Lys Gly Thr Pro Thr Phe Thr Ala 
50 55 60 

His Thr His Met Pro Arg Asn Cys Tyr His Ser Ala Thr Leu Cys Met 
65 70 75 80 

His Ala Asn Thr His Tyr Trp Thr Gly Lys Met He Asn Pro Ser Cys 
85 90 95 
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Pro Gly Gly Leu Gly Val Thr Val Cys Trp Thr Tyr Phe Thr Gin Thr 
100 105 no 

Gly Met Ser Asp Gly Gly Gly Val Gin Asp Gin Ala Arg Glu Lys His 
115 120 125 

Val Lys Glu Val lie Ser Gin Leu Thr Arg Val His Gly Thr Ser Ser 
130 135 140 

Pro Tyr Lys Gly Leu Asp Leu Ser Lys Leu His Glu Thr Leu Arg Thr 
145 150 155 160 

His Thr Arg Leu Val Ser Leu Phe Asn Thr Thr Leu Thr Gly Leu His 
165 170 175 

Glu Val Ser Ala Gin Asn Pro Thr Asn Cys Trp lie Cys Leu Pro Leu 
180 185 190 

Asn Phe Arg Pro Tyr Val Ser He Pro Val Pro Glu Gin Trp Asn Asn 
195 200 205 

Phe Ser Thr Glu He Asn Thr Thr Ser Val Leu Val Gly Pro Leu Val 
210 215 220 

Ser Asn Leu Glu He Thr His Thr Ser Asn Leu Thr Cys Val Lys Phe 
225 230 235 240 

Ser Asn Thr Thr Tyr Thr Thr Asn Ser Gin Cys He Arg Trp Val Thr 
245 250 255 

Pro Pro Thr Gin He Val Cys Leu Pro Ser Gly He Phe Phe Val Cys 
260 265 270 

Gly Thr Ser Ala Tyr Arg Cys Leu Asn Gly Ser Ser Glu Ser Met Cys 
27 5 280 285 

Phe Leu Ser Phe Leu Val Pro Pro Met Thr He Tyr Thr Glu Gin Asp 
2 90 295 300 
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Leu Tyr Ser Tyr Val He Ser Lys Pro Arg Asn Lys Arg Val Pro He 
305 310 315 320 

Leu Pro Phe Val He Gly Ala Gly Val Leu Gly Ala Leu Gly Thr Gly 
325 330 335 

He Gly Gly He Thr Thr Ser Thr Gin Phe Tyr Tyr Lys Leu Ser Gin 
340 345 350 

Glu Leu Asn Gly Asp Met Glu Arg Val Ala Asp Ser Leu Val Thr Leu 
355 360 365 

Gin Asp Gin Leu Asn Ser Leu Ala Ala Val Val Leu Gin Asn Arg Arg 
370 375 380 

Ala Leu Asp Leu Leu Thr Ala Glu Arg Gly Gly Thr Cys Leu Phe Leu 
385 390 395 400 

Gly Glu Glu Cys Cys Tyr Tyr Val Asn Gin Ser Gly He Val Thr Glu 
405 410 415 

Lys Val Lys Glu He Arg Asp Arg He Gin Arg Arg Ala Glu Glu Leu 
420 425 430 

Arg Asn Thr Gly Pro Trp Gly Leu Leu Ser Gin Trp Met Pro Trp He 
435 440 445 

Leu Pro Phe Leu Gly Pro Leu Ala Ala He He Leu Leu Leu Leu Phe 
450 455 460 

Gly Pro Cys He Phe Asn Leu Leu Val Asn Phe Val Ser Ser Arg He 
465 470 475 480 

Glu Ala Val Lys Leu Gin Met Glu Pro Lys Met Gin Ser Lys Thr Lys 
485 490 495 

He Tyr Arg Arg Pro Leu Asp Arg Pro Ala Ser Pro Arg Ser Asp Val 
500 505 510 



Asn Asp He Lys Gly Thr Pro Pro Glu Glu He Ser Ala Ala Gin P 



ro 
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515 



520 



525 



Leu Leu Arg Pro Asn Ser Ala Gly Ser Ser 
530 535 



<210> 2 
<211> 2781 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 2 

atgggagctg ttttcatgct atttcactct 
catgtttctt acggctcgag ctgagctttt 
accgcagacc tgccgctgac tcccatccct 
tgatccagcg aggcgcccat tgccgctccc 
cacggctaag tgcctgggtt tgttctaatt 
ttctcttctg tgacccacgg cttctaatag 
tccattcctt ggaatccgtg aggccaagaa 
catcttggaa gcggcctgct accatcttgg 
tgagcaagga ccccccggta acattttggc 
cctgggaagg accctaccca gtcattttat 
tggagtcttg gatacatcac acttgagtca 
atccaggaga caacgctagc tattcctgtg 
aacaacaacc aggaggaaag taactaaaat 
tttttctctt tactgttctt ttaccctctt 
gtatgaccag tagctcccct taccaagagt 
ttgatgcccc atcgtatagg agtctttcta 
atatgccccg caactgctat cactctgcca 
ggacaggaaa aatgattaat cctagttgtc 
cttacttcac ccaaactggt atgtctgatg 
aacatgtaaa agaagtaatc tcccaactca 
aaggactaga tctctcaaaa ctacatgaaa 
tatttaatac caccctcact gggctccatg 
ggatatgcct ccccctgaac ttcaggccat 
acaacttcag cacagaaata aacaccactt 
tggaaataac ccatacctca aacctcacct 
ccaactccca atgcatcagg tgggtaactc 
gaatattttt tgtctgtggt acctcagcct 



attaaatctt gcaactgcac tcttctggtc 60 
gctcaccgtc caccactgct gtttgccacc 120 
ctggatcctg cagggtgtcc gctgtgctcc 180 
aattgggcta aaggcttgcc attgttcctg 240 
gagctgaaca ctagtcactg ggttccatgg 300 
aactataaca cttaccacat ggcccaagat 360 
ctccaggtca gagaatacga ggcttgccac 420 
aagtggttca ccaccatctt gggagctctg 480 
aaccacgaac ggacatccaa agtgatacat 540 
ctaccccaac tgcggttaaa gtggctggag 600 
aatcctggat actgccaaag gaacctgaaa 660 
aacctctaga ggatttgcgc ctgctcttca 720 
cataaatccc catggccctc ccttatcata 780 
tcactctcac tgcaccccct ccatgccgct 840 
ttctatggag aatgcagcgt cccggaaata 900 
agggaacccc caccttcact gcccacaccc 960 
ctctttgcat gcatgcaaat actcattatt 1020 
ctggaggact tggagtcact gtctgttgga 1080 
ggggtggagt tcaagatcag gcaagagaaa 1140 
cccgggtaca tggcacctct agcccctaca 1200 
ccctccgtac ccatactcgc ctggtaagcc 1260 
aggtctcggc ccaaaaccct actaactgtt 1320 
atgtttcaat ccctgtacct gaacaatgga 1380 
ccgttttagt aggacctctt gtttccaatc 1440 
gtgtaaaatt tagcaatact acatacacaa 1500 
ctcccacaca aatagtctgc ctaccctcag 1560 
atcgttgttt gaatggctct tcagaatcta 1620 
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tgtgcttcct ctcattctta gtgcccccta 
gttatgtcat atctaagccc cgcaacaaaa 
cgggagtgct aggtgcacta ggtactggca 
actacaaact atctcaagaa ctaaatgggg 
ccttgcaaga tcagcttaac tccctagcag 
acttgctaac cgctgaaaga gggggaacct 
atgttaatca atccggaatc gtcactgaga 
gtagagcaga ggagcttcga aacactggac 
ggattctccc cttcttagga cctctagcag 
gtatctttaa cctccttgtt aactttgtct 
tggagcccaa gatgcagtcc aagactaaga 
gcccacgatc tgatgttaat gacatcaaag 
aacctctact acgccccaat tcagcaggaa 
caacagcact taggttttcc tgttgagatg 
cctaggctga ctaagaatcc ctaagcctag 
acggggcttg caacttagct cacacctgac 
ggcaaagaca ggaggtaaag aaatagccaa 
gacaatgatc gggatataaa cccaagtctt 
ccctcccttt gtatgggagc tctgttttca 
gcaaaaaaaa aaaaaaaaaa a 



tgaccatcta cactgaacaa gatttataca 1680 
gagtacccat tcttcctttt gttataggag 1740 
ttggcggtat cacaacctct actcagttct 1800 
acatggaacg ggtcgccgac tccctggtca 1860 
cagtagtcct tcaaaatcga agagctttag 1920 
gtttattttt aggggaagaa tgctgttatt 1980 
aagttaaaga aattcgagat cgaatacaac 2040 
cctggggcct cctcagccaa tggatgccct 2100 
ctataatatt gctactcctc tttggaccct 2160 
cttccagaat cgaagctgta aaactacaaa 2220 
tctaccgcag acccctggac cggcctgcta 2280 
gcacccctcc tgaggaaatc tcagctgcac 2340 
gcagttagag cggtcgtcgg ccaacctccc 2400 
ggggactgag agacaggact agctggattt 2460 
ctgggaaggt gaccacatcc acctttaaac 2520 
caatcagaga gctcactaaa atgctaatta 2580 
tcatctattg cctgagagca cagcaggagg 2640 
cgagccggca acggcaaccc cctttgggtc 2700 
tgctatttca ctctattaaa tcttgcaact 2760 

2781 
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Claim 33 of the present application concerns a very wide variety of compounds. 
However, a support basis as defined by PCT Article 6 and/or a disclosure as defined by 
PCT Article 5 can only be found for a small part of compounds. Consequently, the search 
was limited to those parts of the claims which are supported and disclosed, that is those 
parts concerning a polypeptide of SEQ ID NO:l or fragments of said polypeptide. 

Claims 34-37 of the present application concern a very wide variety of compounds. 
However a support basis as defined by PCT Article 6 and/or a disclosure as defined by 
PCT Article 5 can only be found for a small part of compounds. Consequently, the search 
was limited to those parts of the claims which are supported and disclosed, that is those 
parts concerning the polypetide RDRl/ATBo, which is the receptor of the type D 
retrovirus and also a transporter of neutral amino acids (ATBo) (see example 3). 

Claim 34 of the present application concerns a very wide variety of compounds. 
However, a support basis as defined by PCT Article 6 and/or a disclosure as defined by 
PCT Article 5 can only be found for a small part of compounds. Consequently, the search 
was limited to those parts of the claims which are supported and disclosed, that is those 
parts concerning a polypeptide of SEQ ID NO:l, monoclonal, polyclonal or 
transmembrane antibodies directed against the polypeptide of SEQ ID NO: I (The 
polypeptide RDRl/ATBo) 

The applicant's attention is drawn to the fact that claims, or parts of claims, concerning 
inventions in respect of which no search report has been established need not be the 
subject of a preliminary examination report (PCT Rule 66.1(e)). The applicant is advised 
that the line of conduct adopted by the EPO acting in its capacity as International 
Preliminary Examining Authority is not to proceed with a preliminary examination on a 
subject in respect of which no search has been carried out. This attitude will remain 
unchanged, notwithstanding whether the claims have been modified or not, either after 
the search report has been received, or during any procedure under Chapter II. 
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Demande Internationale No. PCTyFR 00 02429 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



Suite du cadre 1.2 



La revendication 33 presente a trait une tres grande variete de composes. 

Un fondement au sens de L'Article 6 PCT et/ou un expose au sens de 

1 'Article 5 PCT ne peut cependant etre trouve que pour un petite partie 

des composes. Par consequent, la recherche a ete limitee aux parties des 

revendications qui presentent un fondement et un expose, c'est-a-dire les 

parties ayant trait au polypeptide de SEQ ID N0:1 ou aux fragments dudit 

polypeptide. 

Les revendications 34-37 presentes ont trait une tres grande variete de 
composes. Un fondement au sens de L 'Article 6 PCT et/ou un expose au sens 
de 1 'Article 5 PCT ne peut cependant etre trouve que pour un petite 
partie des composes. Par consequent, la recherche a ete limitee aux 
parties des revendications qui presentent un fondement et un expose, 
c'est-a-dire les parties ayant trait au polypeptide RDRl/ATBo, qui est le 
recepteur de retrovirus du type D et aussi un transportateur de acides 
aminees neutrales (ATBo) (voie exemple 3). 

La revendication 34 presente ont trait une tres grande variete de 
composes. Un fondement au sens de L' Article 6 PCT et/ou un expose au sens 
de 1 'Article 5 PCT ne peut cependant etre trouve que pour un petite 
partie des composes. Par consequent, la recherche a ete limitee aux 
parties des revendications qui presentent un fondement et un expose, 
c'est-a-dire les parties ayant trait au polypeptide de SEQ ID N0:1, aux 
anticorps monoclonaux, polyclonaux ou transmembranaires diriges contra le 
recepteur du polypeptide de SEQ ID NO:l (le polypeptide RDR1/ATB0) 

L'attention du deposant est attiree sur le fait que les revendications, 
ou des parties de revendications, ayant trait aux inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a ete etabli ne peuvent faire 
obi igatoirement 1'objet d'un rapport preliminaire d'examen (Regie 66.1(e) 
PCT). Le deposant est averti que la ligne de conduite adoptee par 1 'OEB 
agissant en qualite d' administration chargee de l'examen preliminaire 
international est, normal ement, de ne pas proceder a un examen 
preliminaire sur un sujet n' ayant pas fait 1'objet d'une recherche. Cette 
attitude restera inchangee, independamment du fait que les revendications 
aient ou n'aient pas ete modifiees, soit apres la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapitre II. 
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